芳香族アミン系発癌剤の代謝活性化に関わるチトクロームP450分子種の多様性 by 三浦 慎一
芳香族アミン系発癌剤の代謝活性化に関わるチトク
ロームP450分子種の多様性
著者 三浦 慎一
号 207
発行年 1992
URL http://hdl.handle.net/10097/15821
氏 名(本 籍)
学 位 の 種 類
学 位 記 番 号
学位授与年月 日
学位授与の要件
研究科専門課程
学 位 論 文 題 目
み うら しん いち
三 浦 慎 一
博 士(薬 学)
薬 博 第207号
平 成5年3月25日
学位規則第4条 第1項 該 当
東北大学大学院薬学研究科
(博士課程)薬学専攻
芳香族アミン系発癌剤の代謝活性化に関わるチ ト
クロームP450分子種の多様性
論 文 審 査 委 員
(主 査)
教授 橋 本 嘉 幸 教授 鈴 木 康 男
教授 大 内 和 雄
一g一
論 文 内 容 要 旨
多 くの薬物や環境中の発癌性化合物の解毒ならびに活性化代謝には,小 胞体膜上に存在するチ
トクロームP450(P450)が深 く関与 している。P450には基質特異性の異なる種々の分子種が存
在 し,これ らの分子種の分布や誘導性には,臓器特異性があること,さ らに各分子種の基質特異
性には,動物種差が見られることが報告されている。これらの知見 は,発癌感受姓支配要因の1
っとして,各 動物臓器におけるP450分子種の質的および量的相違が挙げられることを示唆 して
いる。すなわち,動物の発癌性物質や薬物に対する感受性 を理解す るためには,各 動物臓器の
P450分子種の存在パターン,な らびにその誘導パター ンを把握することが極めて重要である。
本研究ではまず,種 々の実験動物の各臓器に存在する芳香族ア ミン系発癌剤の代謝活性化酵素
(P450分子種)の 検索を行なった。これらの研究より,マ ウスには雄には特異的な,か っ腎に選
択的な3-MeO-AAB代謝活性化酵素が存在することを見いだ した。そこで,本 酵素の同定およ
びその発現機構の解析を試みるともに,本酵素のP450誘導剤による誘導性の検索,さ らには誘
導における動物種差および臓器差を検討 した。
またP450の発現パ ターンは,病態時にも変動することが知 られている。たとえば,前 癌細胞
(組織)で は正常細胞(組 織)と 比較 して総P450含量が減少する。 しか し,現 在まで,癌 化に
伴 うP450の変動についてその分子種 レベルでの解析はほとんどなされていない。そ こで,ラ ッ
ト肝発癌実験系を用いて,過 形成結節形成時におけるP450分子種の発現パター ンお よび誘導パ
ターンを解析 した。
種々の動物臓器に存在する芳香族ア ミン系発癌剤活性化酵素:雌 雄マウス,ラ ット,モルモッ
トおよびハムスターの腎,肝,肺,小 腸および大腸のホモジネー トを9000xgで遠心後,得 られ
た各上清を酵素源とし,ラ ットP450分子種に対 して基質特性を異にすることが知 られている芳
香族アミン系発癌剤(3-MeO-AAB,TrpP-2およびGluP-1)に対する変異原代謝活性化能を比
較検討 した。その結果,い ずれの動物の肝にも,その活性は異なるものの,3種 の発癌剤を活性
化する酵素が存在することが確認された。一方,腎 には雄性マ ウスに特異的な,か っ3-MeO-
AABを選択的に活性化する酵素が存在 し,その活性 は対応する肝の酵素活性 より3倍以上(単
位タンパクあたり)高いことが明 らかになった。なお,モ ルモットの肺を除き,雌雄マウスおよ
び他の動物の肺,小 腸および大腸には用いた発癌剤に対する代謝活性化能は認められなかった。
以上の結果より,各動物臓器に存在する発癌剤代謝活性化酵素には,質的あるいは量的な相違が
あることが示された。
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雄性マウス腎の3-MeO-AAB代謝活性化酵素1・2):一般に芳香族ア ミン系発癌剤は,P450分子
種により代謝活性化を受 けて,変 異原性や発癌性を発現することが知 られており,雄性マウスの
腎の3-MeO-AAB代謝活性化酵素 もまたP450系の酵素であることが推察される。そ こで,本 酵
素による3-MeO-AABの代謝活性化反応にどのような補酵素が必要か,ま たP450阻害剤の添加
で活性化反応が抑制されるか否かを検索 した。その結果,本 酵素は,補 酵素 と してNADPHを
必要とすること,またP450阻害剤の添加によりその活性が阻害されることが明らか になった。
さらに,こ の3-MeO-AAB代謝活性化反応 は,テス トステロンの添加によって も強 く阻害 され
た。以上の結果より,雄性マウスの腎に存在す る3-MeO-AAB代謝活性化酵素は,テ ス トステ
ロンの代謝に関わるP450分子種であることが推察された。
次に,雄性マウス腎の3-MeO-AAB代謝活性化酵素の性状をより明確にするため,ミ クロソー
ムによる3-MeO-AABの`η漉ro代謝を行なった。その結果,代謝物 として直接的変異原活性を
有する3-MeO-AABN一水酸化体の生成が確認され,さ らにその生成量 と3-MeO-AABの変異原
活性化能 との間 には正の相関がみられた。よって,腎 の3-MeO-AAB代謝活性化酵 素 は,
3-MeO-AABのN一水酸化酵素であることが判明 した。
また,雄 性マウスの腎の3-MeO-AABN一水酸化酵素は,(1)去勢により完全に消失す ること,
(2)去勢後,男性 ホルモンを投与すると回復すること,③本酵素活性の発現 は成熟マウス(4週 令
以降)の みにみられることを明らかとした。さらに,雌牲マウスに男性ホルモンを投与すると,
本酵素の発現が見られることより,マ ウスの腎の3-MeO-AAB代謝活性化酵素は,男 性 ホルモ
ン依存的に発現する酵素であることが明 らかになった。なお,肝 の3-MeO-AABN一水酸化酵素
には,男性 ホルモン依存性は認あられなかった。
雄性マウスの腎には,男性ホルモン依存的な酵素 として,テ ス トステロン15α一水酸化酵素
(P450,5、)やP4502E1が存在することがすでに報告されている。しかしながら,本研究で見 いだ
した3-MeO-AABN一水酸化酵素は,肝 よりもむしろ腎に多量に存在することから,上記のP450
とは異なった分子種であると推察された。
3-MeO-AABN一水酸化酵素 の誘導 とその動物種 差 およ び臓 器差3):外来 異物 の代謝 に関 わ る
P450分子 種 は,通 常,外 来 異物によ り誘導 され るものが多い。そ こで,雄 性 マ ウス を は じめ,
種 々の実験動物(ラ ッ ト,ハ ムスターおよびモルモ ッ ト)の 腎 と肝 に存 在 す る3-MeO-AABN一
水酸化酵素 のP450誘導剤(phenobalbita1(PB)および3-methylcholanthrene(MC))によ る
誘導性 を検索 した。その結果,腎 の3-MeO-AABN一水酸化酵素 は,モ ルモ ッ トにMCを 投 与 し
た場合 のみに誘 導 され,マ ウスをは じめ,他 の動物 ではPBやMCの 投与 によ り誘 導 され ない こ
とが明 らかにな った。また,い ずれの動物 で も肝には3-MeO-AABN一水酸化酵素が存在 したが,
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それ らの活性および誘導性には動物種差があることが明 らか となった。すなわち,平常時あるい
は誘導剤投与時における種々の動物臓器の3-MeO-AABN一水酸化酵素の発現および誘導パ ター
ンには,種差および臓器差が認あられる。これ らの結果は,環境中の発癌性物質のヒトに対する
危険性や新規薬物の毒性や有効性を,動物実験での結果より外挿することが極めて難 しいことを
示唆 している。 したがって,ヒ トへの影響を的確に評価できる実験系を確立するためには,今後
さらに ヒトと実験動物における薬物代謝酵素の性状ならびに発現や誘導における相違を解析する
ことが必要である。
ラッ ト肝発癌過 程 に おけ るP450分子種 の変 動4):diethylnitrosamine(DEN)をinitiator,
2-acetylaminofluorene(AAF)をpromoterとす るラッ ト肝発癌 実験 系 を モデ ル と して過形 成
結節形成時 におけ るP450分子種(特 にP4501A1/A2)の発現 な らびに誘導パ ター ンを,酵 素学
的,免 疫(組 織)化 学的 および分子生物学的手法 を用 いて検索 した。
その結果,過 形成結節 の形成 に伴 い,正 常肝 で発現 してい るP4501A2の発 現量 が減 少 し,ま
た逆 に正常肝で はほ とん ど発現 していないP4501A1の発現量 が増加 す ることが明 らかにな った。
さ らに過形成結節形成 時のP450誘導剤 によ るP4501Asubfami工y酵素(特 にP4501A2)の誘導
性 は,正 常肝 のそれ と比較 して顕著 に低下 していた。なお,P4501A1/1A2の上記 変動 は,免 疫
組織化学的解析 の結果,過 形成結 節部 位(placentalformofglutathioneS-transferase発現
部位)で お こる ことが明 らかにな った。
以上 のよ うな,過 形成 結節形成 に伴 うP4501Asubfamily酵素 の発現 お よび誘導 パ ター ンの
変化 が生理学的 にどのよ うな意義 があ るのかは明 らかではないが,promoterとして用 いたAAF
はP4501A2で活性 化 され,P4501A1で解毒化 される ことか ら,こ れ らのP450分子 種 の変 動 は,
おそ らく前癌細胞 の発癌剤 に対す る耐性獲得機構 の一っ と推察 される。
(基 礎 と な る 論 文)
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審 査 結 果 の 要 旨
環境発癌物質による個体発癌の危険度 は暴露 される発癌物質そのものの量的な要因のほかに個
体自身における感受性が関係する。この感受性を支配す る主たる要因 として発癌物質の活性化並
びに解毒を司 る薬物代謝酵素が挙げられる。本研究では,動物の発癌性物質や薬物に対する感受
性を理解する一環 として,ラ ットのチ トクロームP450分子種に対 して基質特性を異にす ること
が知 られている芳香族ア ミン系発癌剤(3-MeO-AAB,TrpP-2およびGluP-1)を用 いて,各
動物臓器(肝,腎,肺,小 腸および大腸)に 存在する発癌剤代謝活性化酵素(P450)の発現パ
ターンの解析を行 っている。
まず,1)マ ウス,ラ ット,ハムスターおよびモルモットの肝には用いた3種 の発癌剤を代謝
活性化する酵素が存在するが,こ れ らの活性には種差および性差が認められること,2)雄 性マ
ウスの腎には3-MeO-AAB代謝活性化酵素が,ま た雌雄 モルモ ットの肺 には3種 の発癌剤を代
謝活性化する酵素が存在するが,他 の動物にはこれ らの酵素は認められないことを明らかにした。
次に,3-MeO-AAB代謝活性化酵素の性状ならびに発現機構の解析を行い,1)雄 性マ ウスの
腎における本酵素は,男性ホルモン依存的なP450であり,マウスの系統に関わりな く存在する
こと,2)本 酵素は,肝 に存在する3-MeO-AABN一水酸化酵素 とは異 なるP450であることを
確認 した。
外来異物の代謝に関わるP450分子種 は,通常,外 来異物により誘導されるものが多い。そこ
で,腎 と肝に存在する3-MeO-AABN一水酸化酵素の誘導にっいて検索 し,1)腎の3-MeO-AAB
N一水酸化酵素は,モ ルモットにMCを 投与 した場合にのみ誘導 され,マ ウスをはじめ他 の動物
ではフェノバルビタール(PB)や3一メチルコラントレン(MC)の 投与 によ り誘導されないこ
と,2)い ずれの動物でも肝の3-MeO-AABN一水酸化酵素 は,MCあ るいはPB投与で誘導 さ
れるが,そ れ らの誘導性や誘導された酵素の活性には動物種差があることを明 らかにした。
P450は,病態時にはその発現に変動が見 られることが知 られている。本研究では,ラ ットの
肝癌発生過程における肝 ミクロソームP450含量の減少に注目 し,癌化 に伴 うP450分子 の変動
を解析 している(第5章)。その結果,1)過 形成結節(GST-P発現部位)の 形成に伴 い肝の総
P450含量が低下すること,2)過 形域結節形成時には,正常の肝で発現 しているP4501A2の発
現量の減少,ま た逆に正常の肝ではほとんど発現 していないP4501A1が発現すること,さ らに
3)過形成結節形成時の誘導剤によるP4501A2の誘導効果は正常の肝 と比較 して低下す ること
を明らかにした。
以上の結果 は環境中にある芳香族ア ミン類の発癌危険性予知のための基礎資料を提供するもの
で,本論文 は博士論文に価す る。
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